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ABSTRAKT 
Předložená diplomová práce se zabývá vývojem nízkonákladových mikroextrakčních technik 
a jejich aplikací pro přečistění a prekoncentraci biologických vzorků, konkrétně 
experimentálním studiem extrakcí přes kapalnou membránu zakotvenou na pevném nosiči 
(SLM). Vyvinutá mikroextrakční technika využívá jako extrakční jednotky komerčně dostupné 
filtrační destičky a umožňuje extrakci bazických léčiv z biologických vzorků moči a krve 
(ve formě suchých krevních teček). Praktická část se zabývá optimalizací podmínek 
mikroextrakce bazických léčiv z reálných vzorků přes SLM v in-line spojení 
s laboratorní kapilární elektroforézou. Základní optimalizace podmínek mikroextrakce 
zahrnovala výběr vhodné organické fáze pro impregnaci membrány (směs ENB a DHE 
v poměru 1:1), vhodných otáček třepačky pro agitaci vzorku během extrakce (1000 rpm) 
a optimální poměr objemů donoru a akceptoru pro nejvyšší míru zakoncentrování analytů 
(400:15 µl). Po základní optimalizaci byl dále zkoumán vliv alkalizace donoru pomocí NaOH 
na extrakční výtěžnost (ER). U všech použitých matric (fyziologický roztok, neředěné vzorky 
lidské moči, lidská kapilární krev eluovaná ze suchých krevních teček deionizovanou vodou) 
bylo nejvyšších hodnot ER dosaženo při použití neutrálního donoru a okyseleného akceptoru. 
Doba extrakce (60 minut) byla optimalizována na základě časového průběhu mikroextrakce 
po dobu 120 minut. Takto optimalizovaná mikroextrakční technika je vhodná pro stanovení 
bazických léčiv v reálných matricích s dosažením dostatečné míry přečistění, prekoncentrace 
i hodnot ER  
ABSTRACT 
This thesis focuses on low-cost microextraction techniques and their application for purification 
and preconcentration of biological samples, specifically on the experimental study of supported 
liquid membrane (SLM) extraction. The described microextraction technique uses 
commercially available filtration plates as the extraction units and allows the extraction of basic 
drugs from biological samples of urine and blood (in the form of dried blood spots). The 
experimental part includes the optimization of microextraction conditions of basic drugs from 
real samples through a SLM coupled in-line to lab-made capillary electrophoresis. The basic 
optimization of microextraction conditions involved selecting the appropriate organic phase for 
membrane impregnation (1:1 mixture of ENB and DHE), appropriate agitation speed for sample 
convection during extraction (1000 rpm), and optimal ratio of donor to acceptor volumes for 
high preconcentration of the analytes (400:15 µL). After basic optimization, the effect of donor 
alkalization with NaOH on extraction recovery (ER) was investigated. For all matrices used 
(saline solution, undiluted human urine samples, human capillary blood eluted from dry blood 
spots with deionized water), the highest ER values were achieved using a neutral donor and an 
acidic acceptor. The extraction time (60 minutes) was optimized based on the time profile of 
the microextraction for 120 minutes. This optimized microextraction method is suitable for the 
determination of basic drugs in real matrices with sufficient sample clean-up, preconcentration 
and ER values. 
KLÍČOVÁ SLOVA 
Mikroextrakce, kapilární elektroforéza, kapalná membrána zakotvená na pevném nosiči, 
paralelní extrakce se syntetickou kapalnou membránou, bazická léčiva, komplexní biologické 
vzorky, suché krevní tečky 
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Příprava vzorku má vliv na všechny následující analytické kroky, a je kritickým krokem pro 
jednoznačnou identifikaci, potvrzení a kvantifikaci analytů. Základním principem přípravy 
vzorku je převod reálné matrice na vzorek kompatibilní s koncovou separační či jinou 
analytickou metodou. 
Mezi nejstarší a nejjednodušší metody přípravy vzorku patří extrakce, při které je analyt ze 
vzorku separován pomocí rozpouštědla tak, aby za optimálního výtěžku a selektivity prošlo 
k analýze spolu s analyty co nejméně interferujících látek z matrice. Mezi nejstarší způsoby 
patří extrakce typu kapalina-kapalina, o něco novější potom extrakce na pevné fázi. 
V posledních dvou desetiletích je neustále vynakládáno úsilí na přizpůsobení těchto metod 
a vyvinutí nových přístupů vedoucích k úspoře času a materiálu. Jedním z těchto přístupů jsou 
mikroextrakce, které byly zavedeny roku 1996 [1]. Roku 1986 [2] byla poprvé popsána extrakce 
biologických vzorků přes kapalnou membránu zakotvenou na pevném nosiči (SLM), která je 
založena na přenosu analytů přes tenkou membránu inertního nosiče, impregnovanou 
rozpouštědlem nemísitelným s vodou. Mikroextrakce přes SLM jsou finančně nenáročné díky 
spotřebě pouze malých množství rozpouštědla i vzorku, a umožňují vysokou míru 
prekoncentrace analytů díky vysokým poměrům objemů vzorku (donoru) ku akceptoru. 
Cílem této diplomové práce byla optimalizace podmínek mikroextrakce analytů z reálných 
vzorků přes SLM. Jako modelové analyty byly zvoleny bazická léčiva, které byly extrahovány 
z vybraných reálných matric (neředěné vzorky lidské moči a lidská krev eluovaná ze suchých 
krevních teček deionizovanou vodou). Jako analytická metoda pro stanovení extrakčních 
výtěžností analytů byla zvolena laboratorní soustava kapilární elektroforézy v in-line spojení 







2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Mikroextrakce  
Mikroextrakce je metoda používaná k úpravě vzorků a k izolaci analytů z dané matrice. 
V analytické chemii jsou dva důvody pro úpravu komplexních vzorků před vlastní analýzou. 
Eliminace složek matrice vzorku, které by mohly dále interferovat s hledanými analyty, 
a prekoncentrace, která je nutným krokem v případě, že je koncentrace analytů pod úrovní 
detekce přístroje [3]. Ideální způsob úpravy vzorku zahrnuje minimální ztrátu objemu vzorku 
s co nejvyšší výtěžností analytů. Úprava komplexního vzorku by měla být jednoduchým, 
rychlým a levným způsobem odstranění interferujících látek ze vzorku [4]. Metoda by měla být 
kompatibilní s nejčastěji používanými koncovými analytickými metodami, jako jsou 
chromatografické techniky [5], hmotnostní spektrometrie [6] či kapilární elektroforéza [7]. 
Tradičními přístupy k této problematice jsou například extrakce typu kapalina-kapalina 
(LLE), nebo extrakce na pevné fázi (SPE). Tyto metody jsou snadno prováděné v sériích, proto 
se často využívají v klinických aplikacích. Nevýhodou těchto metod je však nutnost dalšího 
přístrojového vybavení, velké objemy organických rozpouštědel a biologických vzorků, a také 
jsou finančně a časově náročné [3]. Vývoj úpravy vzorků před analýzou proto směřuje 
k miniaturizaci a zároveň k poskytnutí podstatně nižších finančních nákladů na analýzu. Tyto 
předpoklady splňují mikroextrakční techniky, které mají též nižší spotřebu biologických vzorků 
a díky nižší spotřebě organických rozpouštědel mají i menší dopad na životní prostředí. Je snaha 
o přímé (on-line) spojení s koncovou analytickou technikou, což vede ke zjednodušení celého 
procesu a vyšší analytické účinnosti [4]. Při vývoji nových mikroextrakčních technik se hlavní 
pozornost věnuje mikroextrakcím v kapalné fázi (SDME – mikroextrakce jednou kapkou, 
DLLME – disperzní mikroextrakce typu kapalina-kapalina,) a na pevné fázi (sorpční 
mikroextrakce), zvláštní roli mají též mikroextrakční techniky založené na přenosu analytů přes 
membrány (HF-LPME – mikroextrakce přes duté vlákno, SLM – mikroextrakce přes kapalnou 
membrána zakotvenou na pevném nosiči, EME – elektromembránová extrakce a mikrodialýza) 
[3, 8].  
Mikroextrakční techniky na bázi membrán jsou založeny na použití polymerních membrán, 
které slouží jako nosič kapalné organické fáze. Membrána je impregnována extrakčním 
činidlem, které je imobilizované v pórech membrány, přes kterou následně probíhá difuze 
analytů do akceptoru [9]. Hojně využívanou metodou spadající pod membránové extrakce je 
HF-LPME na bázi porézního tubulárního polypropylenového vlákna [10, 11]. Další technika 
membránové extrakce je založena na SLM, která využívá planárního geometrického uspořádání 
membrány, která slouží jako pevný nosič pro organickou fázi. PALME je nová alternativní 
technika mikroextrakce, která využívá stejného principu jako SLM, který je podrobně popsán 
v kapitole 2.1.1.  
2.1.1 Kapalná membrána na pevném nosiči (SLM) 
SLM (supported liquid membrane) využívá membrány z tenkého inertního porézního 
polymerního materiálu (nejčastěji polypropylen (PP), polytetrafluoretylen (PTFE)), který je 
impregnován vhodným rozpouštědlem nemísitelným s vodou a je použit jako selektivní bariéra 
mezi dvěma vodnými roztoky. Tato bariéra je stabilní inertní nosič, a díky tomu nedochází 
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k promíchání obou vodných fází. Roztok donoru obsahující sledované analyty ve vodné matrici 
se umístí na jednu stranu SLM, zatímco roztok akceptoru je umístěn na opačné straně SLM 
a je analyzován po dokončení procesu extrakce. Správný výběr složení kapalné membrány 
(např. polarita organického rozpouštědla, přidávání různých iontových nosičů a/nebo aditiv pro 
zvýšení selektivity) a roztoku donoru a akceptoru (např. složení, iontová síla a hodnota pH) 
jsou nezbytné pro účinný přenos analytů z roztoku donoru přes SLM do roztoku akceptoru [3].  
2.1.1.1 Princip extrakcí přes SLM 
V difuzně řízených extrakcích přes SLM jsou analyty obvykle ve vodném roztoku donoru 
neutrální, a přecházejí organickou fází SLM v neutrálním stavu. Princip SLM je zobrazen 
na Obr. 1. Na opačné straně se z SLM analyty uvolňují ve formě iontů do vodného roztoku 
akceptoru o odlišných hodnotách pH oproti donoru. Tento rozdíl hodnot pH vytváří tzv. pH 
gradient, díky kterému dochází k účinnému přechodu analytů z SLM a zamezí se jejich zpětné 
extrakci [12, 13].  
Hnací silou hromadného přenosu přes membránu je gradient potenciálu skrze různé difuzní 
vrstvy (vnější vrstva a kapalná membrána), který je popsaný Fickovým prvním zákonem (1): 




kde 𝐽𝑖 je difuzní tok hromadného přenosu rozpuštěné látky, 𝐷𝑖 je difuzní koeficient látky i, 𝐶𝑖 
je koncentrace rozpuštěné látky a 𝑥 je směr difuze. Za předpokladu lineárního koncentračního 
gradientu získáváme integrací rovnice (1) následující výraz (2): 
  𝐽𝑖 =
𝐷𝑖
𝛿
∆𝐶𝑖 = 𝑘𝑖∆𝐶𝑖 (2) 
kde 𝛿 je tloušťka difuzní vrstvy a 𝑘𝑖 je odpovídající koeficient hromadného přenosu [14]. 
Obr. 1: Schematické znázornění přenosu analytů přes SLM; za přenos analytů je zodpovědný pH 
gradient. A – analyt; A+– analyt v iontové formě; M – složka matrice; M+ – složka matrice v iontové 
formě [3]. 
Pro přečištění vzorku může být poměr roztoku donoru a akceptoru 1:1 [15], nicméně při 
snížení objemu akceptoru je možné dosáhnout kromě přečištění vzorku též jeho 
zakoncentrování [16]. Po extrakci přes SLM může být roztok akceptoru přímo dávkován 
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do analytického systému, jako je např. kapalinová chromatografie [17] nebo kapilární 
elektroforéza [16]. 
2.1.1.2 Paralelní extrakce se syntetickou kapalnou membránou (PALME) 
V nedávné době byl prezentován nový přístup k poloautomatizaci SLM nazývaný paralelní 
extrakce se syntetickou kapalnou membránou (PALME – parallel artificial liquid membrane 
extraction), jejímž cílem je umožnit průběh až 96 extrakcí zároveň, čímž je usnadněna 
manipulace se vzorky a snížena časová i finanční náročnost analýz [18].  
Metoda PALME je založena na systému skládajícím se z filtrační desky s 96 jamkami 
(akceptorovou deskou) obsahující porézní filtr na dně každé z jamek, který po impregnaci 
organickým rozpouštědlem slouží jako SLM pro mikroextrakci (viz Obr. 2). Původním účelem 
96-jamkové filtrační desky, bez impregnace membrány organickým rozpouštědlem, je využití 
pro bioassaye [19–22]. Filtrační desky s 96 jamkami dodává např. firma Merck spol. s r.o. 
Desky jsou dostupné s filtry z různých materiálů (PVDF – polyvinylidendifluorid, PTFE – 
polytetrafluoretylen) o různé velikosti pórů (0,22–1,2 µm pro PVDF, 0,45 µm pro PTFE) 
a různých vlastnostech (hydrofilní/ hydrofobní, odolné vůči organickým rozpouštědlům, 
přizpůsobené ultrafiltraci apod.) [23].  
Extrakce přes SLM v PALME je podporována příznivým pH gradientem, přičemž vodný 
roztok akceptoru je přímo kompatibilní například s LC-MS nebo kapilární elektroforézou bez 
nutnosti odpařování a rekonstituce. Vzhledem k tomu, že objem vzorku (200–400 μl), 
organického rozpouštědla (3–5 μl/vzorek) a roztoku akceptoru (50–100 μl) jsou v μl měřítku, 
PALME je považována za mikroextrakční metodu [24].  
Obr. 2: Paralelní extrakce se syntetickou kapalnou membránou. (A) Spodní část je donorová destička 
(vzorek), prostřední část tvoří akceptorová deska (syntetická kapalná membrána a roztok akceptoru) 
a horní část je víko, které zabraňuje odpařování. (B) Schematické zobrazení jedné extrakční jednotky 
[18]. 
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2.1.1.3 Aplikace extrakcí přes SLM  
Standardní extrakce přes SLM zahrnují SLM na plochém nosiči (FSSLM – flat sheet supported 
liquid membrane) a SLM imobilizovanou v membráně z dutých vláken (HFSLM – hollow fibre 
supported liquid membrane). Ploché uspořádání je výhodné pro laboratorní účely, méně však 
pro potřeby průmyslu, protože poměr plochy povrchu k objemu je příliš nízký [14].  
V průmyslu má široké uplatnění HFSLM. Využívá se zejména v hydrometalurgických 
procesech pro regeneraci kovových iontů (např. Zn, Cd) z odpadních vod, kde je třeba vysoká 
selektivita a distribuční koeficient [25]. Metoda se využívá také pro odstranění iontů těžkých 
kovů (zejména Cd, Hg a Cr) z odpadních vod, kde je třeba účinného způsobu přečištění vzorku 
[26].  
Extrakce přes SLM též slouží, díky své schopnosti prekoncentrace analytů ve vzorku, jako 
vhodná laboratorní metoda úpravy vzorků pro analýzu léčiv, které se v reálných vzorcích 
vyskytují ve velmi nízkých koncentracích. Léčiva se stanovují např. ve vzorcích odpadních 
vod, kde se vyskytují jako polutanty [27], nebo v biologických vzorcích, které jsou příliš 
komplexní pro samotnou analýzu bez úpravy. Tyto vzorky zahrnují matrice, jako je krevní 
plazma [28], plná krev [29], moč či mateřské mléko [30].  
Poloautomatizace extrakcí přes SLM, PALME, se od svého zavedení v roce 2013 [18] 
používá především pro extrakci léčiv z biologických vzorků, a to zejména z krevní plazmy nebo 
krve. Další alternativou využití PALME je odstraňování fosfolipidů z krevní plazmy, 
kde mohou fosfolipidy působit jako příčina iontové suprese v LC-MS [31]. PALME bylo též 
použito jako metoda pro monitorování terapeutických léčiv, a to konkrétně inhibitorů zpětného 
vychytávání serotoninu a serotonin-norepinefrinu v lidské plazmě. V tomto případě byla 
učiněna první automatizace metody použitím poloautomatizovaného pipetoru [24]. PALME 
je vhodnou metodou pro přečištění vzorků polárních bazických [32] i kyselých [33] léčiv 
v krevní plazmě.  
Vhodnost PALME jako metody pro extrakci vzorků s komplexní matricí (např. plná krev) 
byla zkoumána na vybraných psychoaktivních látkách, a jeví se jako atraktivní např. pro 
forenzní toxikologii. Při analýze plné krve se mohou vyskytnout komplikace z důvodu obsahu 
krevních buněk a bílkovin, které mohou způsobit ucpání kolony [34]. PALME se dále využívá 
pro extrakce benzodiazepinů a experimentálních benzodiazepinů ze zředěných vzorků plné 
krve, které představují výzvu vzhledem k extrémně nízkým hodnotám pKa [35]. PALME byla 
též kombinována se speciální mikrovzorkovací technikou – suchými krevními tečkami 
s koncovou analýzou pomocí UHPLC-MS [36].  
Jako koncovou analytickou metodu sloužící k analýze výsledného roztoku akceptoru 
extrahovaného přes SLM lze použít kapalinovou chromatografii s hmotnostní spektrometrií, 
či jejich modifikace (HPLC, UHPLC-MS, LC-MS/MS, apod.) [24, 31–36]. S těmito 
analytickými metodami jsou však vzorky spojeny off-line. V této diplomové práci byl zkoumán 
potenciál kapilární elektroforézy jako koncové analytické metody též pro její schopnost in-line 
spojení s analyzovanými vzorky. 
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2.2 Reálné vzorky 
Aktuální biomedicínský výzkum sloučenin s nízkou molekulární hmotností se zaměřuje 
především na analýzu farmaceuticky významných sloučenin, jako jsou biomarkery, toxické 
látky, a především léčiva v různých biologických matricích, např. moč, krevní plazma, krevní 
sérum či plná krev [37].  
Moč obsahuje odpadní látky filtrované z krve ledvinami pro udržení homeostázy tělních 
tekutin. Moč se skládá z přebytečné vody, sacharidů, vysoké koncentrace močoviny 
z metabolismu aminokyselin, anorganických solí (Cl, Na, K), kreatininu, amoniaku, 
organických kyselin, ve vodě rozpustných toxinů a pigmentových produktů rozpadu 
hemoglobinu [38]. Výhodou moči jako matrice je možnost analyzovat vzorek bez nutnosti 
ředění a možnost neinvazivního odběru vzorku, což je atraktivní zejména pro rychlé analýzy 
v klinickém prostředí [39].  
Krev, ať již ve formě plné intravenózní krve či suchých krevních teček, obsahuje vysoké 
koncentrace proteinů (~70 g/l), malé anorganické ionty (~300 mM), lipidy (~8 g/l) a také 
značné koncentrace dalších biochemicky významných sloučenin jako je glukóza, močovina, 
aminokyseliny a mastné kyseliny. Vzhledem k problémům, jež mohou tyto komponenty 
způsobovat (ucpávání kolon, sorpce na membránu při mikroextrakci apod.) je třeba při analýze 
jakékoli formy krve postupovat pečlivě a vybrat vhodnou metodu úpravy vzorku pro eliminaci 
vlivu takto komplexní matrice [3]. Pro simulaci prostředí reálné matrice slouží fyziologický 
roztok (roztok 150mM NaCl v deionizované vodě, což odpovídá střední hodnotě obsahu soli 
v krvi i v moči, kde se běžně vyskytuje v koncentračním rozmezí 50–250 mM) [40]. 
2.2.1 Suché krevní tečky (DBS)  
Běžně slouží pro terapeutické monitorování léčiv vzorky plné krve, krevního séra či plazmy 
z přímo odebrané žilní krve. Alternativním způsobem vzorkování plné krve jsou suché krevní 
tečky (DBS – dried blood spots), kde způsob vzorkování a uchování vzorku přináší oproti 
intravenóznímu odběru krve značné výhody [41]. 
2.2.1.1 Výhody DBS 
Odběr krve pro DBS je méně invazivní než odběr intravenózní krve (pro odběr DBS je třeba 
pouze vpich do paty či špičky prstu automatickou lancetou, zatímco pro odběr intravenózní 
krve je nutné zavést sterilní injekční jehlu do žíly). Pro jeden vzorek DBS je též třeba mnohem 
nižší objem krve (řádově v µl) ve srovnání s odběrem intravenózně (řádově v ml). Jednoduchost 
procesu odběru krve navíc zajišťuje, že pacienti budou schopni odebrat vzorek krve sami, 
a následně ho odeslat do laboratoře běžnou poštou. Vzhledem ke stabilitě vzorku je sníženo 
riziko přenosu infekce HIV/AIDS, hepatitidy a dalších infekčních patogenů. DBS nekladou 
vysoké nároky na uchování, zatímco vzorky intravenózní krve je třeba uchovávat 
ve zkumavkách s obsahem antikoagulantů či dalších aditiv v chladicích boxech [41, 42]. 
2.2.1.2 Postup odběru krve 
Vpich pro odběr vzorku krve je učiněn pomocí jednorázového lancetového přístroje (viz  
Obr. 3). Pro běžné použití je hloubka vpichu lancety většinou 2 mm. Před tím, než dojde 
k vpichu, je vhodné místo prohřát a vydesinfikovat. Prohřátí kůže prstu před vpichem usnadní 
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odběr, protože zvyšuje rychlost proudění krve do prstu a je tak umožněno provést více odběrů, 
než dojde k zastavení toku krve z místa vpichu. Během prohřívání kůže prstu nedochází 
k výrazným změnám v rámci klinických parametrů – prohřátí prstu nemá vliv na množství léčiv 
v následně odebrané krvi [43]. Po desinfekci se kůže nechá volně oschnout, aby se zabránilo 
hemolýze způsobené směsí vody s alkoholem [44]. První kapka krve obsahuje více tkáňové 
tekutiny a je setřena sterilní gázou. Příliš silné mačkání rány a snaha o vytlačení kapky krve 
mohou způsobit hemolýzu a uměle zvýšit množství přítomných tkáňových tekutin ve vzorku 
DBS [43, 45].  
Po provedení vpichu a setření první kapky krve je aplikováno určité množství krve 
na vyznačené místo na vzorkovací kartičce (natisknutý přerušovaný kruh). Volně vyteklá kapka 
krve má objem typicky do 50 µl. Po usušení na vzduchu je DBS získána vyříznutím vzorku 
krve na papíru zařízením k tomu určeným (speciální razidla, korkovrt, apod.). V případě, že je 
takto vyříznuta jen část vzorku krve, odebírá se vzorek ze spodní strany vzorkovací kartičky, 
aby nedošlo k vyříznutí části nenasycené krví. Typický objem krve v takto vyříznuté DBS je asi 
10 µl [46]. Druhou možností přípravy DBS vzorku je volně tekoucí krev nejprve odebrat  
do zkumavky (s možným přídavkem antikoagulantu), a následně aplikovat přesně daný objem 
krve na vzorkovací kartičku pomocí pipety. Na Obr. 3-F je DBS vytvořena vyříznutím celého 
vzorku krve ze vzorkovací kartičky. Po vyříznutí DBS je vzorek připravený k následné analýze 
[47]. 
Obr. 3: Základní metodika přípravy DBS. (A) Vzorkovací kartička z filtračního papíru. (B) Na špičce 
prstu, patě, či jiném odběrovém místě je proveden vpich bezpečnostní lancetou. (C) Kapka kapilární 
krve se převede přímo na vzorkovací kartičku; nebo (D) se kapilární krev nejdřív převede do vialky, 
a následně (E) se přesně daný objem krve pipetuje na vzorkovací kartičku. (F) Po usušení na vzduchu 
se ze vzorkovací kartičky DBS vyřízne a je dále analyzována [47]. 
V případě vyříznutí jen části vzorku krve jako DBS je nutné brát v potaz vliv hematokritu. 
Hematokrit udává objemový poměr erytrocytů a plazmy v krvi, a může mít přímý vliv 
na přesnost stanovení analytů ve vzorku. Různé hodnoty hematokritu totiž způsobují různé 
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šíření krve po papíru vzorkovací kartičky [48]. Komplikaci způsobuje též fakt, že různá léčiva 
mají různý distribuční faktor pro krev/plazmu, a proto budou mít hodnoty hematokritu na různá 
léčiva rozdílné účinky [49]. V současné době existuje několik přístupů, jak eliminovat vliv 
hematokritu na analýzu léčiv; jedním z nich je vyříznutí celého vzorku krve ze vzorkovací 
kartičky jako DBS (o předem definovaném objemu krve), a ne jen jeho části [50].  
2.2.1.3 Aplikace DBS 
DBS jsou pro svůj jednoduchý a málo invazivní způsob odběru často využívány pro screening 
novorozenců na přítomnost různých dědičných metabolických poruch [51]. Počátek využití 
DBS se datuje do roku 1963 [52], kdy byly poprvé DBS použity jako matrice pro screening 
fenylketonurie u novorozenců. Dále byly DBS použity pro screening hemoglobinopatie 
(mutace genů v řetězci hemoglobinu) a screening karbohydrát deficitního transferinu (CDT), 
který souvisí s chronickým požíváním alkoholu [53]. 
DBS se v současnosti používají i pro monitoring konzumace alkoholu pomocí měření 
markerů etanolu [54], a lze je využít i pro screening prenatální expozice alkoholu 
u novorozenců [55]. Využití DBS je i v oblasti terapeutického monitorování léčiv, 
toxikokinetice, farmakokinetice [42], klinických studiích vývoje léčiv, pediatrických studiích 
[56] a v neposlední řadě i při studiích dopingu a genotypování nebo testování DNA a RNA 
[57]. Pro forenzní i klinické účely byla též využita pro koncovou analýzu léčiv z DBS kapilární 
elektroforéza, konkrétně pro stanovení kyseliny gama-hydroxymáselné, která slouží jako silný 
inhibitor centrálního nervového systému (CNS) [58]. 
2.3 Vlastnosti modelových analytů 
Při přípravě vzorku je důležitá charakteristika jeho počátečního fyzikálně-chemického stavu, 
ze které vycházíme při volbě dalších kroků [59]. Mezi důležité informace při analýze léčiv patří 
hodnoty Log Kow (rozdělovací koeficient pro systém n-oktanol/voda) a pKa (záporný dekadický 
logaritmus disociační konstanty kyseliny), které nám mohou poskytnout informace o tom, 
za jakých podmínek se budou analyty spíše koncentrovat – zda v hydrofilním, či hydrofobním 
prostředí. Hodnota Log Kow slouží jako indikátor lipofility vzorku. Vyšší hodnoty Log Kow jsou 
typické pro hydrofobní sloučeniny, zatímco nízkými hodnotami Log Kow se vyznačují 
sloučeniny rozpustné ve vodě. Rychlost ionizace kyselých či bazických funkčních skupin léčiv 
závisí na hodnotě disociační konstanty (pKa) a děj je řízen hodnotou pH roztoku. Hodnoty 
Log Kow a pKa modelových analytů použitých v této diplomové práci jsou uvedeny v Tab. 1. 
Se znalostí těchto hodnot je potom možné zvolit nejlepší metodu pro analýzu léčiv (dle hodnoty 
pKa může být upravena hodnota pH roztoku vzorku; Log Kow ukazuje afinitu léčiv k vodě 
(k polárním/nepolárním sloučeninám)) [60].  
Důležitou informací je také terapeutická koncentrace léčiva, která představuje koncentraci 
léčiva v krevní plazmě po podání terapeuticky účinné dávky s pozorováním žádných 
či minimálních vedlejších účinků (viz Tab. 1) [61]. Chemické struktury jednotlivých bazických 
léčiv použitých jako modelové analyty v této diplomové práci jsou vyobrazeny na Obr. 4.  
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Tab. 1: Fyzikálně-chemické vlastnosti vybraných bazických léčiv [61–63].  







Log Kow pKa 
Nortriptylin C19H21N 263,384 0.02–0.2 4,51 10,47 
Papaverin C20H21NO4 339,391 0,2–2 3,08 6,03 
Haloperidol C21H23ClFNO3 375,868 0,005–0,02 4,30 8,66 
 
Obr. 4: 2D struktura vybraných bazických léčiv [62]. 
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2.4 Kapilární elektroforéza (CE) 
Elektroforéza je separační metoda, která je založena na pohybu nabitých částic v elektrickém 
poli. Mobilita jednotlivých iontů je závislá na jejich velikosti a náboji – menší analyt se bude 
pohybovat rychleji než větší ion o stejném náboji. Tento jev se označuje jako elektroforetická 





kde 𝜇𝑒 je elektroforetická mobilita, 𝑞 je velikost náboje,  je viskozita roztoku a 𝑟 je průměr 
částice. Základním separačním prostředím je kapilára [64].   
Během separace v kapiláře bez ochranného povlaku dochází k jevu zvanému 
elektroosmotický tok (EOF – electroosmotic flow). Ve stěně kapiláry dochází k ionizaci 
silanolových skupin a jejich nabití záporným nábojem. Následně dochází k interakci 
s elektrolytem a dojde k vytvoření dvojvrstvy z kladných iontů roztoku. Po vložení napětí 
migruje obsah kapiláry díky EOF směrem k záporně nabité elektrodě. Díky elektrické 
dvojvrstvě je profil EOF pístový, na rozdíl od parabolického profilu laminárního toku 
vyvolaného rozdílem tlaku, což vede k vyšší separační účinnosti CE (viz Obr. 5) [65].  
Obr. 5: Profil EOF a laminárního toku a jejich vliv na výsledný tvar píku při CE [66].  
Na míru ionizace silanolových skupin ve stěně kapiláry má vliv pH roztoku elektrolytu 
(viz Obr. 6). S rostoucí hodnotou pH bude růst i síla EOF. Mobilita EOF (𝜇𝐸𝑂𝐹) je dána 
následujícím vztahem (4):  
 𝜇𝐸𝑂𝐹 = 4𝜋𝑛
 (4) 
kde  je dielektrická konstanta prostředí,  je zeta potenciál elektrické dvojvrstvy a 𝑛 je 




kde 𝛿 je tloušťka elektrické dvojvrstvy a 𝑒 je náboj na jednotku plochy [67].  
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Obr. 6: Vliv pH silanolových skupin v křemenné kapiláře CE na mobilitu EOF [67].  
2.4.1 Instrumentace CE 
Instrumentace CE je zobrazena na Obr. 7-B. K separaci analytů dochází uvnitř kapiláry. 
Ta bývá nejčastěji z křemenného skla potažena vrstvou polyimidu, který zajišťuje flexibilitu 
jinak křehké kapiláry. Běžné rozměry kapiláry jsou: délka v rozmezí 20–100 cm, vnitřním 
průměr v rozmezí 25–100 µm a vnější průměru 375 µm. Kapilára je naplněna roztokem 
základního elektrolytu a oba konce jsou ponořeny do nádob obsahující tentýž elektrolyt. 
Do těchto nádob jsou zavedeny dvě elektrody, z nichž jedna je připojena na zdroj vysokého 
napětí, který poskytuje napětí v rozmezí 10–30 kV, a druhá je uzemněna. Elektrody bývají 
z inertního materiálu, jako je např. platina [68, 69].  
Existuje několik způsobů hydrodynamického dávkování vzorku do kapiláry. Dávkování 
je možné uskutečnit působením přetlaku na nádobu se vzorkem, působením vakua na opačný 
konec kapiláry po zasunutí jednoho konce do nádoby se vzorkem, nebo pomocí rozdílné výšky 
hladin, který byl použit v této diplomové práci. Při hydrodynamické metodě dávkování 
je vhodné, aby měly jak vzorek, tak elektrolyt stejnou viskozitu [70]. Mezi další způsoby 
dávkování patří např. elektromigrační [71].  
Po hydrodynamickém nadávkování vzorku, jehož objem zabere zhruba 1 % objemu kapiláry 
(1–20 nl), se zapne zdroj napětí a dojde k separaci analytů na základě jejich elektroforetických 
mobilit (viz rovnice (3)). Analyty postupně projdou optickým systémem detektoru (např. 
UV-VIS). Data jsou následně vyhodnocena počítačem s příslušným softwarem, který vytvoří 























Obr. 7: Instrumentace kapilární elektroforézy. (A) Rozměry kapiláry. (B) Kapilární elektroforéza. (C) 
elektroforeogram [68].  
2.5 Základní validační parametry CE 
2.5.1 Linearita metody 
Linearita metody udává schopnost analytického postupu získat odezvu, která je přímo úměrná 
koncentraci analytu ve vzorku. Pokud je metoda lineární, jsou výsledky analýzy (přímo, 
či po aplikaci přesně dané matematické transformace) úměrné koncentraci analytu ve vzorku 
v daném pracovním rozmezí [72].  
V praxi je běžně linearita kalibrační křivky dána hodnotou korelačního koeficientu (R2). 
Linearita metody je považována za přesnou v případě, že se hodnota korelačního koeficientu 
rovná jedné. [73] 
2.5.2 Mez detekce (LOD) a mez stanovitelnosti (LOQ) 
Mez detekce (LOD – limit of detection) CE je dána nejmenším množstvím analytu ve vzorku, 
které ještě může být detekováno a vyvolá odezvu měřícího systému, která je rozpoznatelná 
od okolních vlivů. Jedná se o takovou koncentraci analytu (S), která vyvolá odezvu měřícího 
přístroje třikrát větší, než je úroveň šumu (N) pozadí S/N ≥ 3 [74].  
Mez stanovitelnosti (LOQ) CE je nejnižší koncentrace analytu, kterou lze s definovaným 
stupněm přesnosti a správnosti kvantitativně vyhodnotit. Jedná se o takovou koncentraci 
analytu (S), která vyvolá odezvu měřícího přístroje desetkrát větší, než je úroveň šumu (N) 
pozadí S/N ≥ 10 [74]. 
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2.6 Spojení extrakcí přes SLM s kapilární elektroforézou 
CE je jednou z vhodných metod pro analýzu vzorků v kombinaci s extrakcí přes SLM. Jedná 
se o metodu nenáročnou na instrumentalizaci, dosahuje vysoké separační účinnosti s velmi 
krátkou dobou analýzy a minimální spotřebou reagentů, vzorků i spotřebních materiálů [75].  
Pro úpravu vzorků DBS bylo použití SLM extrakce publikováno pouze jedenkrát [36]. 
Schopnost úpravy vzorků krve pro následnou analýzu bazických a kyselých léčiv off-line 
spojením s UHPLC-MS/MS byla dostačující. Vzhledem k tomu, že výstupní roztok akceptoru 
po extrakci přes SLM je vodný a obsahuje analyty ve formě iontů, může být použit přímo 
pro analýzu pomocí CE. Objem roztoku akceptoru bývá typicky 5–50 µl, což umožňuje 
i opakovanou analýzu jednoho vzorku, vzhledem k běžně dávkovanému objemu vzorku 
do kapiláry (1–20 nl). Roztok akceptoru je možné do kapiláry dávkovat i přímo z povrchu SLM 
[3, 76]. Dávkování vzorku z extrakční jednotky do CE kapiláry je zobrazeno na Obr. 8. 
Nevýhoda CE tkví v nižších detekčních limitech, nicméně tento fakt je kompenzován 
prekoncentrací analytů různými poměry donoru a akceptoru během extrakce přes SLM. 
Mikroextrakce řeší i další nevýhodu CE, což je nízká kompatibilita s komplexními vzorky, 
pomocí přečištění vzorku a extrakcí analytů do čistého roztoku akceptoru [77]. V této 
diplomové práci je pro úpravu vzorků DBS kombinována extrakce přes SLM s CE jako 
koncovou analytickou metodou. 
 
Obr. 8: Dávkování roztoku akceptoru z povrchu SLM membrány do kapiláry CE systému. (A) Extrakční 
jednotka ve vzorkovací vialce před dávkováním vzorku. (B) Dávkování extraktu dotekem kapiláry 
povrchu SLM.   
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Příprava roztoků a použité chemikálie 
3.1.1 Základní elektrolyt (BGE) 
Pro zajištění dostatečné vodivosti vzorku pro CE je nutné připravit vhodný BGE. BGE pro CE 
bazických léčiv byl připravován z 15 mM dihydrogenfosforečnanu sodného (Fluka, Německo) 
s přídavkem 15 mM kyseliny fosforečné (Pliva-Lachema, ČR) o výsledném pH 2,33. Takto 
připravený pufr byl filtrován přes jednorázový stříkačkový filtr o velikosti pórů 0,45 µm 
(Minisart RC 25m, Německo) a následně ponechán po dobu alespoň tří minut v ultrazvukové 
lázni.  
3.1.2 Zásobní roztok bazických léčiv 
Zásobní roztoky modelových analytů, obsahující bazická léčiva (nortriptylin, papaverin 
a haloperidol) v koncentraci 1 g/l (Sigma, Německo), byly připraveny navážením čisté 
substance (papaverin, haloperidol), nebo z jejich hydrochloridových solí (nortriptylin) 
a rozpuštěním v čistém metanolu (Sigma). Tyto roztoky byly skladovány při -20 °C a chráněny 
před světlem. 
3.1.3 Reálné vzorky a fyziologický roztok 
Standardní roztoky léčiv o koncentraci 10 a 1 mg/l byly připraveny ředěním zásobního roztoku 
deionizovanou (DI) vodou, fyziologickým roztokem nebo reálnými matricemi. Fyziologický 
roztok byl připraven jako roztok 150mM NaCl ze zásobního roztoku o koncentraci 1M NaCl 
(Pliva-Lachema). Vzorky lidské krve ve formě DBS a vzorky lidské moči byly poskytnuty 
dobrovolníky z Ústavu analytické chemie AV ČR, v. v. i.. Vzorky DBS byly skladovány při 
4 °C a chráněny před světlem. Vzorky moči byly vždy analyzovány pouze v den odběru bez 
nutnosti uchování.  
3.1.4 Ostatní roztoky 
Pro mikroextrakce byl použit roztok 10mM HCl, který byl připraven ředěním zásobního 1M 
roztoku HCl. Zásobní roztok HCl byl připraven ředěním koncentrované HCl (Pliva-Lachema) 
DI vodou. Roztoky NaOH o koncentracích 10 a 100 mM byly připravené ředěním zásobního 
1M roztoku NaOH, který byl připraven rozpuštěním pelet čistého NaOH (Lach-Ner, ČR) 
v DI vodě. Pro impregnaci PVDF membrány extrakční jednotky byly použity roztoky 1-etyl-2-
nitrobenzenu (ENB; Fluka) a dihexyleteru (DHE; Fluka). Všechny chemikálie byly čistoty p.a. 
a vyšší. 
3.2 Elektroforetický systém 
Pro separaci vybraných bazických léčiv sloužila laboratorní sestava CE-UV (viz Obr. 9). 
Kapilára sloužící pro separaci analytů byla vyrobena z křemenného skla pokrytého vrstvou 
polyimidu (Polymicro Technologies, Phoenix, AZ, U.S.A.). Vnitřní průměr kapiláry byl 75 µm, 
vnější průměr 375 µm. Celková délka kapiláry byla 55 cm, z čehož 10 cm představovalo 
efektivní separační část. Před prvním použitím byla kapilára promyta 5 minut 1M roztokem 
NaOH, následně promyta DI vodou po dobu 5 minut a na závěr promyta BGE po dobu 5 minut. 
Mezi jednotlivými CE analýzami byla kapilára vždy promyta 1 minutu roztokem BGE. 
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Na konci každého dne byla kapilára promyta DI vodou po dobu 1 minuty a následně 5 minut 
profukována vzduchem. 
Dávkování vzorku bylo uskutečněno hydrodynamicky – rozdílem hladin vialek obsahujících 
vzorek a BGE. Vialka se vzorkem byla umístěna v pohyblivém rameni, kterým bylo možné 
vialku pozvednout takovým způsobem, aby se dávkovací konec kapiláry jemně dotkl 
membrány a byl v kontaktu s roztokem akceptoru. Následně byla vialka s BGE snížena o 10 cm 
po dobu 20 vteřin. Po uplynutí času dávkování byly vialky opět umístěny do stejné výšky, 
a dávkovací konec kapiláry byl vrácen do nádoby s BGE.  
Detekce léčiv probíhala na absorpčním UV-VIS detektoru (Spectra 100, Spectra Physics, 
Santa Clara, CA, U.S.A.) při vlnové délce 200 nm. Separační napětí bylo do systému dodáno 
zdrojem vysokého napětí (Spellman CZE1000R, Start Spellman, Pulborough, UK) nastaveného 
na -18 kV. Napětí bylo vloženo na elektrodu umístěnou do výstupní vialky s BGE. Sběr dat byl 
uskutečněn pomocí dvoukanálového analogově digitálního převodníku ORCA-2800 s LAN 
rozhraním (Ecom, Praha, ČR). Převodník sloužící ke sběru dat byl připojen k PC se softwarem 
Ecomac (ECOM spol. s.r.o., ČR), pro další zpracování dat byl použit program Clarity 
(DataApex, ČR).  
Obr. 9: Laboratorní sestava CE s UV-VIS detektorem.  
3.3 Zařízení a postupy pro SLM 
Extrakční jednotky byly získány manuálním odřezáním jednotlivých extrakčních jednotek 
ze základní filtrační desky MultiScreen® HTS (Merck, Darmstadt, Německo) obsahující 
96 jamek (extrakčních jednotek) s hydrofobní PVDF membránou tak, aby bylo možné provést 
pouze jednu extrakci v čase. Každá extrakční jednotka byla použita pouze jednou. Membrána 
jednotky byla impregnována 2 µl organického rozpouštědla (směs ENB a DHE v poměru 1:1), 
což je minimální objem nutný k nasycení membrány rozpouštědlem, čímž byla vytvořena 
syntetická kapalná membrána. Následně byl do jednotky pipetován roztok akceptoru. 
Vzhledem k použití pouze jediné extrakční jednotky namísto všech 96 zároveň bylo třeba 
simulovat prostředí spodní desky s 96 jamkami určenými na vzorky. K tomuto účelu sloužily 
vialky o průměru 11,6 mm a výšce 31 mm, do kterých byla po pipetování roztoku donoru 
extrakční jednotka umístěna, aby došlo ke kontaktu roztoku donoru s membránou a mohla 
probíhat mikroextrakce. Schéma mikroextrakční jednotky ve vialce s roztoky je na Obr. 8-A. 
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Po proběhnutí extrakce standardního roztoku či reálných vzorků přes SLM je roztok akceptoru 
dávkován do kapiláry z povrchu membrány, viz Obr. 8-B.    
3.3.1 Extrakce reálné matrice přes SLM 
V případě extrakcí analytů z fyziologického roztoku či moči, které se přirozeně vyskytují 
ve vodné fázi, je možné jejich přímé pipetování do vialky pro mikroextrakci bez nutnosti ředění 
vzorku.  
V případě extrakce analytů z DBS je nutné postupovat dle následujícího postupu. 
Po prohřátí, desinfekci a oschnutí místa odběru byl učiněn vpich bezpečnostní lancetou 
do bříška prstu. První kapka krve byla setřena sterilní gázou. Pro eliminaci vlivu hematokritu 
byla po provedení vpichu lancetou krev odebrána (popř. smíchána ve vialce se zásobním 
roztokem léčiv o potřebné koncentraci) a na vzorkovací papír bylo pipetováno 20 µl vzorku 
(viz Obr. 10-B). Celý vzorek krve ve formě DBS o průměru 9,5 mm byl ze vzorkovacího papíru 
vyříznut korkovrtem (Obr. 10-A) a pinzetou vložen na dno vzorkovací vialky (Obr. 11-A). 
Jedna mikroextrakční jednotka byla odřezána ze základní filtrační desky s 96 jednotkami (Obr. 
11-B) a PVDF membrána byla impregnována 2 µl směsi organických rozpouštědel  
(Obr. 11-C). Nasycení membrány rozpouštědlem je indikováno její transparentností. 
Po impregnaci membrány byl do vialky k DBS pipetován eluční roztok (Obr. 11-D). Extrakční 
jednotka je poté vložena do roztoku donoru, a je do ní pipetován roztok akceptoru (Obr. 11-E). 
Od této chvíle byla měřena doba extrakce. Vialka byla uzavřena víčkem pro zamezení 
odpařování vzorku a umístěna na třepačku, kde byla po celou dobu extrakce. Po proběhnutí 
eluce krve z DBS do donoru a následné extrakce analytů do SLM a roztoku akceptoru jsou 
extrahované analyty dávkovány přímo z povrchu membrány.  
Obr. 10: Vzorkovací kartička pro DBS. (A) Vyříznutá DBS o průměru 9,5 mm. (B) Vzorky DBS 
aplikované pipetou do vyznačených míst na vzorkovacím papíře.  
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Obr. 11: Postup extrakce DBS. (A) DBS vložená na dno vzorkovací vialky. (B) Extrakční jednotka. 
(C) Impregnace PVDF membrány. (D) Eluční roztok pipetovaný k DBS. (E) Extrakční jednotka 
s roztokem akceptoru vložená do roztoku donoru. (F) Ukázka vzorku eluované krve z DBS do roztoku 
donoru (čas extrakce 60 minut).  
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Optimalizace podmínek mikroextrakce analytů z fyziologického roztoku 
Pro simulaci prostředí reálných matric a optimalizaci podmínek mikroextrakce modelových 
analytů přes SLM byl zvolen jako donor 150mM fyziologický roztok. Optimalizovaná metoda 
byla následně aplikována pro extrakci analytů z moči a DBS (viz kapitola 4.2).  
4.1.1 Optimalizace složení organické fáze pro impregnaci PVDF membrány 
Prvotně bylo optimalizováno složení organické fáze, použité k impregnaci PVDF membrány 
extrakční jednotky, z důvodu dosažení co nejvyšší extrakční účinnosti. Procentuálně vyjádřená 










∙ 100 (6) 
kde 𝑛𝑎 je molární množství analytu přeneseného do akceptoru, 𝑛𝑑 je molární množství analytu 
v roztoku donoru,  𝑉𝑎 je objem roztoku akceptoru, 𝑉𝑑 je objem roztoku donoru, 𝑐𝑎 je finální 
koncentrace analytů v roztoku akceptoru po proběhnutí extrakce a 𝑐𝑑 je počáteční koncentrace 
analytů v roztoku donoru před započetím extrakce.  
Jako roztok donoru bylo použito 400 ul fyziologického roztoku obsahující bazická léčiva 
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 10 mg/l. Koncentrace 10 mg/l, která 
je značně vyšší než běžné terapeutické koncentrace léčiv (viz Tab. 1), byla zvolena pro 
počáteční experimenty z důvodu zřetelné vizuální detekce. Akceptorem byla 10mM HCl  
o objemu 40 µl, která dle předchozích publikací [15] navýšila hodnotu ER mikroextrakce. Bylo 
předpokládáno, že pro vytvoření příznivého pH gradientu k dosažení vyšší hodnoty ER 
je vhodná alkalizace roztoku donoru. Donor byl proto alkalizován 100mM NaOH a jeho vliv 
na hodnotu ER byl dále optimalizován v kapitole 4.1.4. Dávkování extraktu obsahujícího 
bazická léčiva (nortriptylin, papaverin, haloperidol)  probíhalo z povrchu SLM v in-line 
uspořádání s CE. Extrakce byla prováděna po dobu 23 minut. Čas extrakce byl dále 
optimalizován v kapitole 4.1.5. Po dobu trvání mikroextrakce byla vialka s mikroextrakční 
jednotkou umístěna na třepačku, kde probíhala agitace vzorku z důvodu urychlení procesu 
mikroextrakce. Jako počáteční frekvence agitace bylo zvoleno 1000 rpm. Frekvence agitace 
byla dále optimalizována v kapitole 4.1.2.  
PVDF membrána byla pro porovnání vlivu na hodnotu ER impregnována 2 µl 
1-ethyl-2-nitrobenzenu (ENB) nebo směsí ENB s dihexyletherem (DHE) v poměru 1:1. Jak je 
patrné z Obr. 12, při použití směsi ENB:DHE v poměru 1:1 bylo dosaženo vyšší hodnoty ER 
(v případě nortriptylinu bylo dosaženo až o 15 % vyšší ER), než při použití čistého ENB. 
Všechny následující experimenty byly prováděny se směsí ENB:DHE v poměru 1:1 jako 
organickým rozpouštědlem pro impregnaci PVDF membrány. 
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Obr. 12: Vliv organické fáze použité k impregnaci PVDF membrány na výtěžnosti analytů při 
mikroextrakci ve 23. minutě. Extrakční podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze: a – ENB, b – 
ENB:DHE (poměr 1:1); donor – bazická léčiva 10 mg/l ve 150mM NaCl se 100mM NaOH; akceptor – 
10mM HCl. 
4.1.2 Časová závislost extrakční výtěžnosti na frekvenci agitace vzorku 
Agitace slouží k urychlení difuzního přechodu analytů z roztoku donoru přes membránu. 
Donorem byl fyziologický roztok alkalizovaný 100mM NaOH s bazickými léčivy (nortriptylin, 
papaverin, haloperidol) o koncentraci 10 mg/l a objemu 400 µl. Akceptorem byla 10mM HCl 
o objemu 40 µl. PVDF membrána byla impregnována 2 µl směsi ENB:DHE v poměru 1:1. 
Vialky s extrakčními jednotkami byly umístěny do třepačky a pro optimalizaci byla vybrána 
frekvence otáček 0, 500, 1000 a 1500 rpm. Analyty jsou po extrakci dávkovány z rozhraní 
membrány a akceptoru. 
Pro posouzení vlivu agitace byl měřen časový průběh po dobu 50 minut. V čase 0 byla 
koncentrace analytů v roztoku akceptoru nulová. Další měření proběhlo ve 3. minutě a následně 
po 5 minutách. Na Obr. 13 je zobrazen vliv otáček třepačky na časový průběh mikroextrakce 
papaverinu. Papaverin byl vybrán z důvodu nejvyšší výtěžnosti ze tří použitých modelových 
analytů. To je způsobeno hodnotou pKa, kterou má papaverin z vybraných modelových analytů 
nejnižší. Jako vhodná frekvence otáček byla na základě výsledků vybrána frekvence 1000 rpm, 
při které došlo k dostatečnému navýšení hodnoty ER (u papaverinu o 13 % ve 23. minutě 
extrakce. Nepravidelné odchylky v hodnotách ER pro frekvenci 1500 rpm byly způsobeny 
malou styčnou plochou akceptoru se SLM při tak vysokých otáčkách. Frekvence 1000 rpm byla 



















Obr. 13: Časový průběh mikroextrakce papaverinu přes PVDF membránu v závislosti na použitých 
otáčkách. Extrakční podmínky: organická fáze – směs ENB:DHE (1:1);  donor – bazická léčiva 10 mg/l 
ve 150mM NaCl se 100mM NaOH; akceptor – 10mM HCl. 
4.1.3 Optimalizace poměru donoru a akceptoru 
Extrakce přes SLM poskytuje možnost prekoncentrace analytů ve vzorku pomocí extrakce 
s různým poměrem roztoků donoru a akceptoru. Pro stanovení ideálních podmínek 
prekoncentrace analytů byla nejprve provedena série extrakcí se stoupající řadou objemu 
donoru, zatímco objem akceptoru zůstával konstantní. PVDF membrána extrakční jednotky 
byla impregnována 2 µl směsi ENB:DHE v poměru 1:1. V průběhu extrakce byla vialka 
s extrakční jednotkou umístěna na třepačku o frekvenci 1000 rpm. Analyty byly po extrakci 
(23 minut) dávkovány z rozhraní membrány a roztoku akceptoru. 
Jako donor byl použit fyziologický roztok se 100mM NaOH a bazickými léčivy 
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 10 mg/l. Byly zvoleny čtyři různé objemy 
donoru: 250, 400, 800 a 1600 µl. Objem akceptoru (10mM HCl) byl zachován u všech extrakcí 
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Výsledky extrakcí jsou uvedeny na Obr. 14. Použitím donoru o objemu 250 µl nedochází 
k dostatečnému zakoncentrování vzhledem k nízkému poměru roztoků donoru a akceptoru. 
Objem 400 µl byl zvolen jako optimální objem donoru, protože bylo dosaženo dostatečné 
hodnoty ER a zároveň nejvyššího zakoncentrování analytů. Při použití vyšších objemů donoru 
(800 a 1600 µl) byla míra prekoncentrace a hodnota ER příliš nízká.  
Obr. 14: Vliv poměru donoru a akceptoru na hodnoty ER analytů při mikroextrakci přes PVDF 
membránu ve 23. minutě. Extrakční podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE 
(1:1); donor – bazická léčiva 10 mg/l ve 150mM NaCl se 100mM NaOH; objem donoru: a – 250 µl, 
b – 400 µl, c – 800 µl, d – 1600 µl; akceptor – 10mM HCl (pro vzorky a-d vždy 40 µl). 
Následující série extrakcí měla za cíl optimalizaci objemu roztoku akceptoru. Podmínky 
extrakce zůstaly stejné jako při optimalizaci vhodného objemu donoru (viz kapitola 4.1.3), s tím 
rozdílem, že v tomto případě zůstal konstantní již optimalizovaný objem donoru (400 µl) a byly 
zvoleny následující objemy akceptoru: 15, 40 a 200 µl.  
Výsledky experimentu jsou na Obr. 15. Nejvyšší hodnoty ER bylo dosaženo v případě 
použití 15 µl akceptoru. Pro papaverin byla hodnota ER vyšší o 10 % ve srovnání s použitím 
200 µl akceptoru. Nejvyšší míry zakoncentrování bylo dosaženo při poměru objemů 400:15 µl, 



















Obr. 15: Vliv poměru donoru a akceptoru na hodnoty ER analytů při mikroextrakci přes PVDF 
membránu ve 23. minutě. Extrakční podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE 
(1:1); donor – bazická léčiva 10 mg/l ve 150mM NaCl se 100mM NaOH (pro vzorky a-c vždy 400 µl); 
akceptor – 10mM HCl (a – 15 µl, b – 40 µl, c – 200 µl). 
4.1.4 Vliv alkalizace roztoku donoru na účinnost mikroextrakce 
Pro stanovení vlivu alkalizace donoru byla provedena série extrakcí, kde byl roztok donoru 
alkalizován pomocí NaOH o třech různých koncentracích: 0, 10 a 100 mM. Jako donor bylo 
použito 400 µl fyziologického roztoku s bazickými léčivy (nortriptylin, papaverin, 
haloperidol). Koncentrace léčiv v donoru byla snížena z 10 na 1 mg/l. Tato koncentrace je již 
bližší hodnotám terapeutických koncentrací jednotlivých bazických léčiv (viz Tab. 1). Jako 
akceptor bylo použito 15 µl 10mM HCl. K impregnaci PVDF membrány byly použity 2 µl 
směsi ENB:DHE v poměru 1:1. Extrakce probíhala za agitace pomocí třepačky o frekvenci 
1000 rpm. Čas extrakce byl na základě experimentu provedeného v kapitole 4.1.2 prodloužen 
na 60 minut v očekávání nárůstu hodnoty ER analytů. Čas extrakce byl dále optimalizován 
v kapitole 4.1.5.  
Bylo předpokládáno, že pH gradient způsobený alkalizací donoru a okyselením akceptoru 
bude mít za následek zisk vyšší hodnoty ER, než v případě neutrálního donoru, což plyne 
z hodnot pKa jednotlivých bazických léčiv. Výsledky experimentu jsou na Obr. 16. 
Mikroextrakce provedené s neutrálním a s alkalizovaným donorem pomocí 10mM NaOH 
poskytly výrazně vyšší hodnoty ER, než při alkalizaci 100mM NaOH (rozdíl téměř o 30 % 
papaverinu), což neodpovídá předpokladům z již publikovaných [15] výsledcích extrakcí přes 
polypropylenovou membránu. V příliš zásaditém prostředí může docházet ke změně vlastností 
membrány z PVDF materiálu, což má negativní dopad na hodnotu ER a průběh extrakce. 
Z tohoto důvodu v následujících optimalizacích s fyziologickým roztokem již nebyl roztok 



















Obr. 16: Vliv koncentrace NaOH v donoru na hodnoty ER při mikroextrakci přes PVDF membránu 
v 60. minutě. Extrakční podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE (1:1); donor: 
a – bazická léčiva 1 mg/l ve 150mM NaCl (bez NaOH), b – bazická léčiva 1 mg/l ve 150mM NaCl 
s 10mM NaOH, c – bazická léčiva 1 mg/l ve 150mM NaCl se 100mM NaOH; akceptor: pro vzorky a-c 
vždy 10mM HCl. 
4.1.5 Časový průběh mikroextrakce za optimalizovaných podmínek 
Pro zjištění časového průběhu mikroextrakce a následný výběr optimálního času mikroextrakce 
byl akceptor dávkován z povrchu PVDF membrány v pravidelných časových intervalech 
10 minut po dobu 120 minut. Pro optimalizaci bylo použito 400 µl fyziologického roztoku 
s bazickými léčivy (nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 1 mg/l jako donor, 
akceptorem byla do extrakční jednotky pipetována 10mM HCl o objemu 15 µl. PVDF 
membrána oddělující donor a akceptor byla impregnována 2 µl směsi ENB:DHE v poměru 1:1. 
Extrakce byla podpořena agitací vialek s extrakčními jednotkami na třepačce o frekvenci 
1000 rpm.  
Časová závislost mikroextrakce analytů přes PVDF membránu za optimalizovaných 
podmínek je zobrazena na Obr. 17. V čase 0 minut byl zaznamenán nulový výskyt bazických 
léčiv v difuzní vrstvě mezi membránou a roztokem akceptoru. Rovnováha se zdánlivě ustálila 
po 110. minutě, kdy se již extrakční účinnost dále výrazně neměnila. Čas 60 minut byl vybrán 
jako kompromis mezi dostatečně vysokou extrakční výtěžností (60 % pro papaverin) a časovou 



















Obr. 17: Časový průběh mikroextrakce analytů přes PVDF membránu. Extrakční podmínky: třepačka 
– 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE (1:1); donor – bazická léčiva 1 mg/l ve 150 mM NaCl; 
akceptor – 10mM HCl. 
4.1.6 Validace mikroextrakce analytů z fyziologického roztoku  
Validace mikroextrakcí bazických léčiv přes SLM membránu extrakční jednotky v in-line 
spojení s laboratorní CE-UV sestavou probíhal za podmínek optimalizovaných v předchozích 
experimentech. Jako donor bylo vzato 400 µl fyziologického roztoku s bazickými léčivy 
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o různých koncentracích (0,05–3 mg/l). Akceptor tvořila 
10mM HCl o objemu 15 µl. PVDF membrána oddělující vodné roztoky donoru a akceptoru 
byla impregnována 2 µl směsi ENB a DHE v poměru 1:1. Extrakce probíhala po dobu 60 minut. 
Během doby extrakce byla vialka s extrakční jednotkou umístěna na třepačku o frekvenci 
agitace 1000 rpm. Po skončení extrakce byl extrakt dávkován z povrchu PVDF membrány 
do laboratorní sestavy CE-UV při kontaktu membrány s kapilárou.  
Hodnoty ER a opakovatelnosti měření (RSD) pro koncentraci 1 mg/l jsou uvedeny v Tab. 2. 
Tabulka uvádí též hodnotu meze detekce (LOD), definované jako nejnižší koncentrace analytu 
poskytující analytický signál třikrát vyšší, než je šum základní linie, a hodnotu meze 
stanovitelnosti (LOQ), definovanou jako nejnižší koncentrace analytu, kterou lze s definovanou 
přesností kvantitativně stanovit a poskytuje analytický signál desetkrát vyšší, než je šum. 
Hodnoty ER, RSD, LOD a LOQ jsou vyhodnoceny ze tří po sobě jdoucích měření. Tento 
způsob vyhodnocení je použit v celé diplomové práci. Kalibrační závislosti pro nortriptylin, 





















Tab. 2: Validační parametry extrakce analytů přes PVDF membránu v 60. minutě extrakce. Extrakční 
podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE (1:1); donor – bazická léčiva o různé 
koncentraci ve 150mM NaCl; akceptor – 10mM HCl; kalibrační rozsah: 0,05–3 mg/l; n=3.  
Analyt ER [%], 1 mg/l RSD [%], 1 mg/l LOD [mg/l] LOQ [mg/l] 
Nortriptylin 24,8 7,5 0,058 0,194 
Papaverin 63,4 5,0 0,022 0,075 
Haloperidol 54,0 4,8 0,027 0,089 
Obr. 18: Závislost extrakční výtěžnosti analytů při mikroextrakci přes PVDF membránu v 60. minutě 
na koncentraci analytů v roztoku donoru. Extrakční podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – 
směs ENB:DHE (1:1);  donor – bazická léčiva o různé koncentraci ve 150mM NaCl; akceptor – 10mM 
HCl. 
4.2 Mikroextrakce analytů z reálných vzorků 
Podmínky optimalizované pro fyziologický roztok v kapitole 4.1 byly následně aplikovány 
při extrakcích reálných matric (moč, DBS) přes SLM membránu.  
4.2.1 Mikroextrakce analytů z neředěných vzorků lidské moči 
4.2.1.1 Vliv alkalizace roztoku donoru na účinnost mikroextrakce 
Pro ověření, zda dojde u neředěného vzorku lidské moči ke stejnému chování extrakce 
po alkalizaci roztoku donoru pomocí NaOH jako u fyziologického roztoku (viz kapitola 4.1.4), 
byla provedena série extrakcí, kde byl roztok donoru alkalizován pomocí NaOH o třech různých 
koncentracích: 0, 10 a 100 mM. Jako donor bylo vzato 400 µl neředěného vzorku lidské moči 
s bazickými léčivy (nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 1mg/l. Akceptor tvořila 
y = 5,1920x - 0,3921
R² = 0,9905
y = 19,4048x - 1,1683
R² = 0,9986



























10mM HCl o objemu 15 µl. K impregnaci PVDF membrány byly použity 2 µl směsi ENB:DHE 
v poměru 1:1. Extrakce probíhala za agitace pomocí třepačky o frekvenci 1000 rpm. Čas 
extrakce byl 60 minut na základě experimentu provedeného v kapitole 4.1.5. Časový průběh 
extrakce neředěného vzorku lidské moči byl dále zkoumán v kapitole 4.2.1.2.  
Výsledky experimentu jsou na Obr. 19. U provedení extrakce bez alkalizace roztoku donoru 
byly získány podstatně vyšší hodnoty ER, než v případě neutrálního fyziologického roztoku 
(viz kapitola 4.1.4). Při alkalizaci donoru 10 a 100mM NaOH pravděpodobně dochází 
ke změnám vlastností membrány z PVDF materiálu, a v důsledku toho došlo ke změně 
extrakčních poměrů a k výraznému snížení hodnot ER. Vzhledem k této skutečnosti 
v následujících optimalizacích s neředěnými vzorky moči již nebyl roztok donoru alkalizován, 
čímž bylo dosaženo vyšších hodnot ER.  
Obr. 19: Vliv koncentrace NaOH v donoru na hodnotu ER při mikroextrakci přes PVDF membránu 
v 60. minutě. Extrakční podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE (1:1); donor: 
a – bazická léčiva 1 mg/l v lidské moči (bez NaOH), b – bazická léčiva 1 mg/l v lidské moči s 10mM 
NaOH, c – bazická léčiva 1 mg/l v lidské moči se 100mM NaOH; akceptor: pro vzorky a-c vždy 10mM 
HCl. 
4.2.1.2 Časový průběh mikroextrakce za optimalizovaných podmínek 
Pro zjištění časového průběhu mikroextrakce a následný výběr optimálního času mikroextrakce 
byl akceptor dávkován z povrchu PVDF membrány v pravidelných časových intervalech 
10 minut po dobu 80 minut a dále v intervalech 20 minut do celkového času extrakce 120 minut 
pro ověření dosažení rovnováhy a dále neměnných hodnot ER. Pro experiment bylo použito 
400 µl neředěného vzorku lidské moči s bazickými léčivy (nortriptylin, papaverin, haloperidol) 
o koncentraci 1 mg/l jako donor, a 15 µl 10mM HCl jako akceptor. PVDF membrána byla 
impregnována 2 µl směsi ENB:DHE v poměru 1:1. Extrakce byla podpořena agitací vialek 



















Časová závislost mikroextrakce analytů přes PVDF membránu za optimalizovaných 
podmínek je zobrazena na Obr. 20. V čase 0 minut byl zaznamenán nulový výskyt bazických 
léčiv v difuzní vrstvě mezi membránou a roztokem akceptoru. Čas 60 minut byl vybrán jako 
kompromis mezi dostatečně vysokou extrakční výtěžností (75 % pro papaverin) a časovou 
náročností experimentu, a proto byly následující optimalizace prováděny s touto dobou 
extrakce.  
Obr. 20: Časový průběh mikroextrakce analytů přes PVDF membránu. Extrakční podmínky: třepačka 
– 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE (1:1); donor – bazická léčiva 1 mg/l v lidské moči; 
akceptor – 10mM HCl. 
4.2.1.3 Validace mikroextrakce analytů z neředěného vzorku lidské moči 
Validace mikroextrakcí bazických léčiv přes SLM membránu extrakční jednotky v in-line 
spojení s laboratorní CE-UV sestavou probíhal za podmínek optimalizovaných v předchozích 
experimentech. Jako donor bylo použito 400 µl neředěné lidské moči s bazickými léčivy 
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o různých koncentracích (0,05–3 mg/l). Jako akceptor 
byla použita 10mM HCl o objemu 15 µl. PVDF membrána oddělující vodné roztoky donoru 
a akceptoru byla impregnována 2 µl směsi ENB a DHE v poměru 1:1. Extrakce probíhala po 
dobu 60 minut. Během doby extrakce byla vialka s extrakční jednotkou umístěna na třepačku 
o frekvenci agitace 1000 rpm. Po skončení extrakce byl extrakt dávkován z povrchu PVDF 
membrány do laboratorní sestavy CE-UV za kontaktu membrány s kapilárou.  
Hodnoty ER a RSD pro koncentraci 1 mg/l jsou uvedeny v Tab. 3. Tabulka uvádí též 
hodnotu LOD a LOQ. Hodnoty ER, RSD, LOD a LOQ byly vyhodnoceny ze tří po sobě 
jdoucích měření. Kalibrační závislosti pro nortriptylin, papaverin a haloperidol v neředěném 




















Tab. 3: Validační parametry extrakce analytů přes PVDF membránu v 60. minutě extrakce. Extrakční 
podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE (1:1); donor – bazická léčiva o různé 
koncentraci v lidské moči; akceptor – 10mM HCl; kalibrační rozsah: 0,05–3 mg/l; n=3. 
Analyt ER [%], 1 mg/l RSD [%], 1 mg/l LOD [mg/l] LOQ [mg/l] 
Nortriptylin 53,0 4,8 0,027 0,091 
Papaverin 75,7 4,4 0,019 0,064 
Haloperidol 54,4 0,2 0,027 0,088 
Obr. 21: Závislost výtěžnosti analytů při mikroextrakci přes PVDF membránu v 60. minutě 
na koncentraci analytů v roztoku donoru. Extrakční podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – 
směs ENB:DHE (1:1); donor – bazická léčiva v lidské moči o různé koncentraci; akceptor – 10mM HCl. 
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4.2.2 Mikroextrakce analytů ze vzorků DBS z lidské krve 
4.2.2.1 Vliv alkalizace roztoku donoru na účinnost mikroextrakce 
Pro ověření, zda dojde u vzorku krve z eluované DBS ke stejnému chování extrakce 
po alkalizaci roztoku donoru pomocí NaOH jako u fyziologického roztoku a vzorku neředěné 
lidské moči, byla provedena série extrakcí, kde byl roztok donoru alkalizován pomocí NaOH 
o třech různých koncentracích: 0, 10 a 100 mM. Roztok donoru představovalo 400 µl lidské 
krve z DBS eluované DI vodou s bazickými léčivy (nortriptylin, papaverin, haloperidol) 
o koncentraci 1 mg/l. Jako akceptor byla použita 10mM HCl o objemu 15 µl. K impregnaci 
PVDF membrány byly použity 2 µl směsi ENB:DHE v poměru 1:1. Extrakce probíhala 
za agitace pomocí třepačky o frekvenci 1000 rpm. Čas extrakce byl 60 minut na základě 
experimentu provedeného v kapitole 4.1.5 a 4.2.1.2. Časový průběh extrakce eluované lidské 
krve z DBS byl dále zkoumán v kapitole 4.2.2.2.  
Výsledky experimentu jsou na Obr. 22. Nejvyšší hodnota ER byla získána při mikroextrakci 
bez alkalizace roztoku donoru, stejně jako u mikroextrakcí analytů z fyziologického roztoku 
či neředěných vzorků lidské moči. Hodnota ER klesá s rostoucí koncentrací NaOH použitého 
k alkalizaci donoru. Nedochází zde k tak významným změnám hodnot ER jako v předchozích 
případech u fyziologického roztoku (viz kapitola 4.1.4) a neředěných vzorků lidské moči (viz 
kapitola 4.2.1.1). I přesto bylo v následujících extrakcích s eluovanou lidskou krví z DBS použit 
neutrální roztok donoru, čímž bylo dosaženo vyšších hodnot ER.  
Obr. 22: Vliv koncentrace NaOH v donoru na výtěžnost analytů při mikroextrakci přes PVDF membránu 
v 60. minutě. Extrakční podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE (1:1); donor: 
a – bazická léčiva 1 mg/l v lidské krvi (bez NaOH), b – bazická léčiva 1 mg/l v lidské krvi s 10mM 




















4.2.2.2 Časový průběh mikroextrakce za optimalizovaných podmínek 
Pro zjištění časového průběhu mikroextrakce a výběr optimálního času mikroextrakce byl 
akceptor dávkován z povrchu PVDF membrány v pravidelných časových intervalech 10 minut 
po dobu 120 minut. Objem 400 µl lidské krve z DBS eluované DI vodou s bazickými léčivy 
(nortriptylin, papaverin, haloperidol) o koncentraci 1 mg/l představovalo donor. Jako akceptor 
byla do extrakční jednotky pipetována 10mM HCl (15 µl). Objem 2 µl směsi ENB:DHE 
v poměru 1:1 byl použit pro impregnaci PVDF membrány. Pro podporu přenosu analytů během 
extrakce byly vialky s extrakčními jednotkami umístěny na třepačku o frekvenci 1000 rpm.  
Časová závislost mikroextrakce analytů přes PVDF membránu za optimalizovaných 
podmínek je zobrazena na Obr. 23. V čase 0 minut byl zaznamenán nulový výskyt bazických 
léčiv v difuzní vrstvě mezi membránou a roztokem akceptoru. Ani po uplynutí doby extrakce 
(120 minut) nedošlo k ustálení rovnováhy, a bylo dosaženo vysokých hodnot ER. To může být 
mimo jiné způsobeno i tím, že analyty nestíhají difundovat z rozhraní SLM membrány 
do roztoku akceptoru a dochází k jejich zakoncentrování, což je ovlivněno jak pH gradientem, 
tak i jejich distribučním koeficientem (Log Kow). Čas 60 minut byl vybrán jako kompromis 
mezi dostatečně vysokou extrakční výtěžností (82 % pro papaverin) a časovou náročností 
experimentu, a proto byly následující experimenty prováděny po dobu 60 minut.  
Obr. 23: Časový průběh mikroextrakce analytů přes PVDF membránu. Extrakční podmínky: třepačka 
– 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE (1:1); donor – bazická léčiva 1 mg/l v lidské krvi; 
akceptor – 10mM HCl. 
4.2.2.3 Validace mikroextrakce analytů z DBS z lidské krve 
Validace mikroextrakcí bazických léčiv přes SLM membránu extrakční jednotky v in-line 
spojení s laboratorní CE-UV sestavou probíhal za předem optimalizovaných podmínek 

















s bazickými léčivy (nortriptylin, papaverin, haloperidol) o různých koncentracích  
(0,05–3 mg/l). Akceptor představovala 10mM HCl o objemu 15 µl. K impregnaci PVDF 
membrány oddělující vodné roztoky donoru a akceptoru byla použita směs ENB a DHE 
v poměru 1:1 o objemu 2 µl. Čas extrakce byl 60 minut. Pro urychlení extrakce byla vialka 
s extrakční jednotkou umístěna na třepačku o frekvenci agitace 1000 rpm. Po extrakci byl 
akceptor s extrahovanými analyty dávkován z povrchu PVDF membrány do laboratorní sestavy 
CE-UV při kontaktu membrány s kapilárou.  
Tab. 4 uvádí hodnoty ER a RSD pro koncentraci 1 mg/l. Tabulka uvádí též hodnotu LOD 
a LOQ. Tyto validační hodnoty jsou vyhodnoceny ze tří po sobě jdoucích měření. Kalibrační 
závislosti pro nortriptylin, papaverin a haloperidol v lidské krvi eluované DI vodou z DBS jsou 
na Obr. 24.  
Tab. 4: Validační parametry extrakce analytů přes PVDF membránu v 60. minutě extrakce. Extrakční 
podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – směs ENB:DHE (1:1); donor – bazická léčiva o různé 
koncentraci v lidské krvi; akceptor – 10mM HCl; kalibrační rozsah: 0,05–3 mg/l; n=3. 
Analyt ER [%], 1 mg/l RSD [%], 1 mg/l LOD [mg/l] LOQ [mg/l] 
Nortriptylin 41,8 9,7 0,035 0,115 
Papaverin 81,9 7,3 0,018 0,059 
Haloperidol 56,9 8,6 0,025 0,084 
Obr. 24: Závislost výtěžnosti analytů při mikroextrakci přes PVDF membránu v 60. minutě 
na koncentraci analytů v roztoku donoru. Extrakční podmínky: třepačka – 1000 rpm; organická fáze – 
směs ENB:DHE (1:1); donor – bazická léčiva v lidské krvi o různé koncentraci; akceptor – 10mM HCl. 
  
y = 18,6204x - 0,7616
R² = 0,9977
y = 24,4954x - 2,0637
R² = 0,9988




























Cílem této diplomové práce byl vývoj optimalizované nízkonákladové mikroextrakční techniky 
pro analýzu a prekoncentraci bazických léčiv v biologických vzorcích. K tomuto účelu byla 
použita mikroextrakce přes kapalnou membránu ukotvenou na pevném nosiči (SLM) 
z polyvinylidendifluoridu (PVDF). Schopnost mikroextrakce přes SLM prekoncentrovat 
analyty a přečistit vzorek byla zkoumána pomocí laboratorní CE soustavy s UV detekcí. CE 
byla zvolena z důvodu snadného spojení SLM s CE, které umožňuje in-line dávkování extraktu 
z fázového rozhraní SLM-akceptor přímo do CE separační kapiláry.   
Pro počáteční optimalizační experimenty sloužil jako donor fyziologický roztok, který 
simuloval prostředí reálných vzorků. Po optimalizaci základních podmínek mikroextrakce přes 
SLM byly další parametry optimalizovány i v prostředí komplexních matric, a to v neředěných 
vzorcích lidské moči a lidské krve eluované ze suchých krevních teček. Cílem základní 
optimalizace bylo stanovení nejvhodnějších podmínek mikroextrakce pro přečištění 
biologického vzorku a prekoncentrace analytů v akceptorové fázi. Nejoptimálnější organická 
fáze na impregnaci hydrofobní PVDF membrány mikroextrakční jednotky byla zvolena směs 
ENB a DHE v poměru 1:1 o objemu 2 µl. Pro snížení časové náročnosti mikroextrakce byla 
vialka s mikroextrakční jednotkou umístěna na třepačku, s optimální rychlostí třepání 
1000 rpm. Jako optimální poměr roztoků donoru a akceptoru pro zisk co největší míry 
prekoncentrace a zároveň zachování dostatečné extrakční výtěžnosti (ER) byly zvoleny objemy 
400 µl roztoku donoru a 15 µl roztoku akceptoru. Tyto optimalizované podmínky byly následně 
aplikovány při stanovení vlivu pH donoru na hodnotu ER a zkoumání časového průběhu 
mikroextrakce fyziologického roztoku i reálných vzorků. Jako optimální se ukázala extrakce 
roztoku donoru bez alkalizace, což vede ke snížené spotřebě reagentů. Nakonec byl 
optimalizován čas extrakce, kdy byl jako kompromis mezi časovou náročností mikroextrakce 
a zisku dostatečně vysokých hodnot ER zvolen čas mikroextrakce 60 minut.   
Výsledkem této diplomové práce je optimalizovaná analytická metoda, která umožňuje 
prekoncentraci bazických léčiv z komplexních biologických matric pomocí SLM extrakcí a 
jejich přímé stanovení pomocí CE. Výhodou této metody je použití levných jednorázových 
mikroextrakčních jednotek, které jsou komerčně dostupné a jsou tak vhodné například pro 
analýzy v klinických laboratořích. Vyvinutou extrakční metodu je možno polo-automatizovat 
a je tak možno provést až 96 mikroextrakcí najednou, což vede k výraznému snížení času 
potřebného pro jednu extrakci. Další automatizace je možná spojením s komerčními přístroji 
pro CE, které umožňují automatické dávkování přečištěných vzorků a navíc také užití 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 
AV ČR  akademie věd České republiky 
BGE  základní elektrolyt (background electrolyte) 
CE  kapilární elektroforéza (capillary electrophoresis) 
CE-UV kapilární elektroforéza s UV detekcí (capillary electrophoresis with UV-
detection) 
DBS  suché krevní tečky (dried blood spots) 
DHE  dihexyleter 
DI H2O deionizovaná voda 
DLLME disperzní mikroextrakce typu kapalina-kapalina (dispersive liquid-liquid 
microextraction) 
EME  elektromembránová extrakce (electromembrane extraction) 
ENB  1-etyl-2-nitrobenzen 
EOF  elektroosmotický tok (electroosmotic flow) 
ER  extrakční výtěžnost (extraction recovery) 
FSSLM kapalná membrána zakotvená na plochém nosiči (flat sheet supported liquid 
membrane) 
HF-LPME mikroextrakce přes duté vlákno (hollow fibre microextraction) 
HFSLM kapalná membrána zakotvená v nosiči z dutých vláken (hollow fibre supported 
liquid membrane) 
HPLC   vysoce účinná kapalinová chromatografie (high performance liquid 
chromatography) 
LAN  lokální síť (local area network) 
LC-MS kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií 
LC-MS/MS kapalinová chromatografie s tandemovou hmotnostní spektrometrií (liquid 
chromatography with tandem-mass spectrometry) 
LIF laserem indukovaná fluorescence 
LLE  extrakce typu kapalina-kapalina (liquid-liquid extraction) 
LOD  mez detekce (limit of detection) 
LOQ   mez stanovitelnosti (limit of quantification) 
MS  hmotnostní spektrometrie 
48 
PALME paralelní extrakce se syntetickou kapalnou membránou (parallel artificial liquid 
membrane extraction) 
PP  polypropylen 
PTFE  polytetrafluoretylen  
PVDF  polyvinylidendifluorid 
SDME  mikroextrakce jednou kapkou (single drop microextraction) 
SLM  kapalná membrána zakotvená na pevném nosiči (supported liquid membrane) 
SPE  extrakce na pevné fázi (solid phase extraction) 
UHPLC-MS ultra vysoce účinná kapalinová chromatografie s hmotnostní spektrometrií 
(ultra-high performance liquid chromatography with mass spectrometry)  
UV  ultrafialové záření (ultraviolet) 
VIS  viditelné záření (visible) 
